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(54) Title: ANTl-D MONOCLONAL ANTIBODIES 

<N (54) ritre : ANTICORPS MONOCLONAUX ANTI-D 

(57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining and selecting monoclonal antibodies by an ADDC-type test, said 
antibodies capable of activating type Til Fey receptors and having a particular glycan structure. The inventive anti-D antibodies can 
be used for preventing Rhesus isoimmunisation in Rh negative persons, in particular for haemolytic disease in a new-bom baby or 
t*^ for uses such as idiopathic thrombocytopenic purpura (TIP). 

2 (57) Abr^^ : La pr^sente invention concerne un proc6d6 d'obtention et de selection d'anticorps monoclonaux par un test de type 
ADCC, lesdits anUcorps p>ouvant activer les r6cepteurs Fey de type HI et pr6sentant une structure glycannique particulifere. Les 
anticorps anti^D selon I'lnvention peuvent Stre utilises pour la prevention de risoimmunisation Rhesus d'individus Rh n^gatifs. 
notamment de la maladie h^molytique du nouveau-n6 (MHNN) ou dans des applications conune le Purpura Thrombocytop^nique 

^ Idiopathique (PTI). 
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ANnCORPS MONOCLONAIIX ANTI-D 

La presente invention conc^me un proc^d6 d*obtention et de sdection d'anticorps 
5 monoclonaux par un test de type ADCC, lesdhs anticorps pouvant activer les 
recepteurs Fey de type m. LWention vise egalement des anticorps monoclonaux 
presentant une structure glycannique particuli^e, les cellules produisant lesdits 
anticorps, les m6thodes de preparation des cellules productrices, ainsi que les 
compositions pharmaceutiques ou les tests diagnostiques comprenant lesdits anticoips. 
10 Les anticoips anti-D selon I'invention peuvmt etre utilises pour la prevention de 
risoimmunisation Rh6sus d'individus Rh n^atifs, notamment de la maladie 
himolytique du nouveau-n6 (MHNN) ou dans des applications comme le Purpura 
Tbrombocytopenique Idiopathique (PTI). 

IS L'immunoth6rapie passive a Taide d'anticorps polydonaux est r^alis^e depuis les 
annSes 1970. C^endant, la fiibrication des immunoglobulines polyclonales pose 
plusieurs probldmes : 

L*immimisation de sujets volontaires a 6t6 interrompue en France en 1997, en raison 
des problemes ^thiques que pr^sentent de tds actes. France, comme en Europe, le 
20 nombre de donneurs immunises est trop faible pour assurer un approvisionnement 
sufiSsant en chains anticoips si bien qu'O s'avere n^cessaire d'importer du plasma 
hyperimmunise des Etats-Unis par exemple. 

Ainsi, cette p^nurie d'immunoglobuline ne permet pas d*envisag^ une administration 
antenatale pour la prevention de la MHNM. 

25 

Divers travaux ont abouti k la production d'anticorps monoclonaux humains dans le but 
de donneurs volontaires. 
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Les anticoips monoclonaux prteentent plusieurs avantages : ils peuvent Stre obtenus en 
grande quantity & des prix laisonnables, chaque lot d'anticorps est homogdne et la 
qualite des diffdrents lots est reproductible car ils sont produits par la meme lign^e 
cellulaire qui est cryopr6serv^ dans Tazote liquide. La s6curit6 du produit peut €tre 
S assur^e quant k Tabsence de contamination virale. 



Plusieurs publications d^crivent Tobtention de ligndes cellulaires productrices 
d'anticorps monoclonaux humains anti-Rh D de dasse I^G, a partir de cellules B de 
donneurs immunise. Boylston et al. 1980 ; Koskimies 1980 ; Crawford et al. 1983 ; 

10 Doyle et al. 1985 ; Goossens et al. 1987 ; Kun^el et al. 1989(a) et Mc Cann-Carter et 
al. 1993 d^crivent Pobtmtion de lign^es de lymphocytes B transform^s par le virus 
EBV. Melamed et al. 1985 ; Thompson et aL 1986 et Mc Cann-Carter et al. 1993 
concement des het^rohybrides resultant de la fusion lymphoqrtes B (transform^ par 
EBV) X mySlome murin. Goossens et aL 1987 porte sur des h&^rohybrides resultant de 

IS la fiision lymphoq1;es B (transform^ par EBV) x n^elome humain. Bron et al. 1984 
et Foung et al. 1987 d6crivent des h^^ohybrides resultant de la fiision lymphocytes B 
(transform6s par EBV) x h^t^romyelome homme-souris et enfin, Edelman et al. 1997 
porte sur des cellules d'insectes transfectees avec le gdne codant pour un anti-Rh(D) k 
I'aide du syst^e baculovirus. 

20 

Parmi les brevets et demandes de brevet concemant de tels anticorps monoclonaux et 
leurs lign6es secretrices, on peut dter : 

EP 576093 (AETS (FR), Biotest Pharma GmbH (Germany); Composition for 
prophylaxis of the haemolytic disease of the new-bom comprises two human 

25 monoclonal antibodies of sub-class IgGl and IgG3, which are active against the 
Rhesus D antigen), RU 2094462, WO 85/02413 (Board of Trustees of the Leland 

Stanfo rd Tr Tlnrvftrsity, Human Monoclonal Antibody apainst Rh (D) Antigen and its 

Uses), GB 86-10106 (Coitral Blood Laboratories Authority, Production of 
heterohybridomas for manu&cture of human monoclonal antibodies to Rhesus D 

30 antigen), EP 0 251 440 (Cratral Blood Laboratories Authority, Human Anti-Rhesus D 
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Produdng Heterohybridomas), WO 89/02442, WO 89/02600 dt WO 89/024443 
(Central Blood Laboratories Authority, Human Anti-Rh (D) Monodonal Antibodies), 
WO 8607740 (Institut Pasteur, Protein P«fonnance SA, Paris, ER. Obtmtion d\m 
anticorps monoclonal recombinant k partir d\m anticorps monodonal human anti- 
S rii6sus D, sa production en cellules d*insecte et ses utilisations), JP 88-S0710 
(bitemational Reagents Corp., Japan, Reagents for Determination of Blood Group 
Substance Rh (D) Factor), JP 83-248865 (Mitsubishi Chemical Industries Co., Ltd., 
Japan, Preparation of Monoclonal Antibody to Rh (D) positive Antigen), CA 82- 
406033 (Queens University at Kingston, Human Monoclonal Antibodies) et GB 
10 8226S13 (University College London, Human Monoclonal Antibody against Rhesus D 
Antigen), 

Si {'utilisation d'anticorps monodonaux pr&ente de nombreux avantages par rapport a 
I'utilisation de pools d'anticorps polyclonaux, il peut en revanche s'av6rer diffidle 
IS d'obtenir un anticorps monoclonal efficace. En effet, on a trouve dans le cadre de 
I'invention que le fragment Fey de Timmunoglobuline obtenue doit poss6der des 
propriety bien particulidres a£n de pouvoir intera^ et activer les r&:epteurs des 
cellules efiectrices (macrophage, lymphocyte T H et NK). 

20 L' activity biologique de certaines immunoglobulines G est d^pendante de la structure 
des oligosaccharides presents sur la molecule, et notamment sur sa partie Fc. Les 
molecules IgG de toutes les sous-dasses humaines et murines poss6dent im N- 
oligosaccharide Gx6 au domaine CH2 de chaque chaine lourde (au residu Asn 297 pour 
les IgG humaines). L'influence de ce residu glycannique sur la capadt6 de T anticorps 

25 k interagir avec des molecules ^ectrices (Fc r^cepteurs et complement) a 6t6 
d^montree. L'inhibition de glycosylation d'une IgGl humaine, par culture en presence 

de Tunicamycine, provoque par exemple une diminution de 50 fois d e TaflBnite de cet 

anticoq)s pour le recepteur FcyRI present sur les monocytes et macrophages 
(Leatherbarrow et al, 1985). La fixation au recepteur FcyRin est egalement aflfect^e 

30 par la perte de carbohydrates sur llgG, puisqu'il a 6te decrit qu'une IgG3 non 
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glycosyl6e est incapable d'induire une lyse de type ADCC par I'mtenn^diaire du 
r^cepteur FcyRDI des ceUules NK (Lund et al, 1990). 

Mais, au-dela de la presence n6cessaire de ces residus glycanniques, c'est phis 

5 pr6cis6ment rh6t6rog&iat6 de leur structure qui peut aboutir & des differences dans la 
c^adte k engager des fonctions eflfectrices. Des profils de galactosylation variables en 
fonction des individus (IgGl humaines s6riques) ont 6t6 obsMV&. Ces diflBsrences 
reflfetent probablement des disparity dans I'activitfi des galactosyltransfiSrases et autres 
enzymes entre les dones celhilaires de ces individus (Jeflferis et al, 1990). Mors que 

10 cette h^terogen^iti nonnale des processus post-traductionnels g6nbre diflFerentes 
glycofonnes (mSne dans le cas d'anticorps monoclonaux), eUe peut conduire k des 
structures atypiques assodtes k certains dtats pathologiques comme I'arthrite 
rhumatoi'de, la maladie de Crohn, pour lesquelles une proportion importante de r&idus 
agalactosjdis a 6t6 mise en Evidence (Parekh et al, 1985). 

15 Le profil de glycosylation de la molecule purifi6e est la consequence tfeflfets multiples 
dont certains paramfttres ont dqi 6t6 Studies. Le squelette protfique des IgG et 
notamment les addes aminfe en contact avec les r&idus N-ac6tylglucosamine 
(GlcNAc) et galactose tenninaux du bras mannose a 1-6 (aa 246 et 258 des IgG) 
paivOTt expliquer I'existence de structures prtferentidles (galactosylation) comme le 

20 montre Titude r^alis^ sur les IgQ murines et chim&iques de diflKroits isotypes (Lund 
etal, 1993). 

Les differences observees mettent 6galement en evidence des specifidtes li6es k 
Tesp^ce et au type cellulaire utilises pour la production de la molecule. Ainsi, la 
25 structure classique des N-glycannes des IgG humaines revde une proportion 
significative de types biantenn6s avec un residu GlcNAc en position bissectrice, 

structure abscnte au niveau de s a T^l i^^^Tps produits par des cellules murines. De meme, 

les residus d'addes sialiques synth6tis6s par la lign6e CHO (Chinese Hamster Ovary) 
sont exclusivement de type a 2-3 alors qu'ils sont de type a 2-3 et a 2-6 avec les 
30 cellules murines et humaines O^u Ip et al, 1994). La production d'immunoglobulines 
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dans des systteies d'aq>ression autres que ceux issus de mammif&res peut introduire 
des modifications beaucoup phis iiiq)ortantes comme la pr^ence de rdsidus x}4ose 
fabriquds par les cellules d'insectes ou par les plantes (hta, et al, 1995). 

5 D'autres facteurs comme les conditions de culture cellulaire Qnchiant la composition 
du milieu de culture, la density cellulaire, le pH, I'oxygdnation) semblent intervenir sur 
Tactivit^ des glycosyltransferases de la ceQule et par consequent sur la structure 
glycannique de la mol6cule (Monica et al, 1993; Kumpd et al, 1994 b). 

10 Or, on a trouv^ dans le cadre de la pr^sente invention qu'une structure de type 
biantennee, avec des chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses terminaux 
et/ou QcNAc terminaux non intercaiaires est le d^nominateur conmiun des structures 
glycaimiques conferant une forte activity ADCC aux anticorps monoclonaux. On a 
6galement mis au point un proc^6 de preparation de tels anticorps capables d'activer 

IS les cellules effectrices par Tintermediaire du FcyRUI, notamment d' anticorps anti- 
RhCD). 

Les antigdnes de groupes sanguins sont classes en plusieurs syst^mes en fonction de la 
nature des molecules membranaires exprimees a la surface des h&naties. Le systeme 
20 Rh6sus (Rh) comprrad 5 molecules ou antig&ies : D, C, c, E et e (ISSITT, 1988). 
Lantigfene D est la plus importante de ces molecules parce qu'elle est la phis 
immunog^e, c*est-d-dire qu*eUe peut induire la production d*anticorps anti-D si des 
globules rouges Rh D positif sont transfuse k des sujets Rh n^gatif. 

25 Uantig^ne D est normalement exprim6 chez 85 % des sujets caucasoldes, ces 
personnes sont dites Rh positif ; 25 % des ces sujets sont done Rh n6gatif c'est-il-dire 

que leurs h6maties ne presentent pas d'antig^e D. L'expression des antigdnes D 

pr6sente certaines variantes qui peuvent etre liees soit a une faible densit6 antigenique, 
on parlera alors d'antigenes D feibles, soit k une antigenicity diflferente ou partieUe, on 

30 parlor alors d'antigenes D partiels. Le caractere D faible est caract^rise par le fait qu'il 
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s'agit d*un antigdne normal mais dont le nombre de sites par h^made est dijninu6 de 
numi^e plus ou moins importante ; ce caract^e est transmissible selon les lois 
mendSliennes. Les ph6notypes D partiels ont 6t6 d6couverts chez des sujets Rh D 
po^tif qui poss6daient des anticorps anti-D s^ques ; ces antigenes D partids peuvent 
5 done Stre caract&is6s comme ne poss^dant qu'une partie de la mosalque. Des 6tudes 
r6alis6es avec des anticorps polyclonaux et monodonaux ont permis de ddfinlr 7 
categories d'antigtees D partiels avec la description d'au moins 8 ^itopes constitutifi 
de rantigtee D (LOMAS et al. 1989 ; TIPETT 1988). 

10 Llmportance des anticorps and-Rh D est apparue avec la decouverte des m6canismes 
eatxsSnant la maladie h6mol3rtique du nouveau-ne (MEINN). Celle-ci correspond aux 
difi&ents ^ats patholog^ques observes chez certains foetus ou chez certains nouveau- 
n^s lorsqu'il y a une incompatibility fbeto-matemelle de groupe sanguin qui est 
responsable de la formation d'anticoips matemels anti-Rh D capables de trav^ser la 

IS barri^e placentaire. En efifet, le passage d'h6maties foetales Rh positif chez une m&re 
Rh n^gatif peat entraikier la formation d'anticorps anti-D. 

Aprds immunisation de la mhre Rh n^gatif, les anticorps anti-D de classe IgG sont 
capables de traverser la baniere placentaire et de se fixer sur les hematics fostales Rh 
20 positif. Cette fixation entraxne I'activation de cellules immunocomp^entes via leurs 
recepteurs Fc de sur&ce induisant ainsi une hemolyse des h6maties foetales 
sensibilis6es. En fonction de I'intensite de la reaction, plusieurs degres de gravity de la 
MHNN peuvent etre observes. 

25 Un diagnostic de la MHNN peut etre realist avant et aprfes la naissance. Le diagnostic 
prenatal est base sur revolution du taux des anticorps anti-D chez la mere en utilisant 

plusieurs techniques immunoh6matologiques. Le di agnostic post-partum peut etre fait 

a partir d*un prelfevement de sang de cordon en analysant les param^tres suivants : 
determination des groupes sanguins du foetus et du pdre ; recherche d'anticorps anti-D ; 

30 dosages de Th^moglobine et de la bilirubine. 
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Une prophylaxie de la MEINN est actuellement syst^matiquement realisee ch^ toutes 
les femmes de groupe sanguin Rh n^atif ayant mis au monde un enfant Rh positif 
avec des injections d*immiinoglobulines humaines anti*D. Les premiers essais r^els 
S d'inmiunoprophylaxie ont d€b\Ae en 1964. Pour que la prevention soit efficace, il faut 
que les immunoglobulines soient inject^es avant l^immunisation c*est-i-dire dans les 72 
heures qui suivrat raccouchemeat et que les doses d'anticorps soient suffisantes 
(10 (ig d'anticorps anti-D pour 0,5 ml d'h^maties Rh+). 

10 Plusieurs anticorps monoclonaux anti-D ont fidt Tobjet d'une Evaluation th^peutique : 
BROSSARD/FNTS 1990 (non public) ; THOMSON/IBGRL 1990 ; KUMPEL/IBGRL 
1994 ; BELKINA/Ihstitut dTi6matologie Moscou 1996 ; BIOTEST/LFB 1997 (non 
publie). L^efficadtE clinique des anticorps a induire la clairance de globules rouges 
Rh(D) positif a ete 6valu6e chez des volontaires Rh(D) n6gatif. 

15 Un soil anticorps de type IgGl a montrE une efficadte equivalente & celle des 
immunoglobulines polyclonales anti-D mais seulement sur quelques patients 
(KUMPEL et al, 1995). 

L'invention propose de foumir des anticorps monoclonaux r6pondant aux probldmes 
20 susmentionnes, c'est-4-dire des anticorps selectionnes par un test du type ADCC 
sp6cifique du et/ou des anticorps possedant une structure glycannique necessaire k 
Tobtention d'une bonne e£Scacite. 

Description 

25 

Ainsi, la presente invention se rapporte k un procede de preparation d'lm anticorps 

monoclonal capable d'activer les cellules eflFectrices exprimant le F cyRin caract6ris6 

en ce qu'il comprend les 6tapes suivantes : 

a) purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de diflKrents clones 
30 provenant de lignees cellulaires s61ectionn6es parmi les hybridomes, notamment 



< 
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les h^6rohybridoines, et les lign^es cdliilmres animales ou humaines transfectees a 
Faide d'un vecteur comportant le gdne codant pour ledit anticorps ; 

b) addition de chaque anticorps obtenu k l'6tape a) dans un melange r^actionnd 
distinct comprenant : 

5 - les cellules cibles desdits anticorps, 

- des cdlules efifectrices comprenant des cellules exprimant le FcyRIII, 

- des IgG polyvalentes, 

c) ddtermination du pourcentage de fyse des cellules cibles et selection des anticorps 
monodonaux qui activent les cellules efifectrices provoquant une lyse significative 

10 des cellules dbles (activity ADCC de type FcyRIII). 

Les clones peuvent provenir de lign6es cellulaires li6t^ohybrides obtenues par fusion 
de lymphocytes B humains (provenant de sujets inimunis6s) avec des cellules de 
my61ome murin, humain ou hdtdrol^ride, notamment le my61ome K6H6-BS (ATCC 

IS rfCBL 1823) ; ou encore de lignees cellulaires animales ou humaines transfect^ k 
Taide d*un vecteur contenant le g^e codant pour une immunoglobuline humaine de 
type IgG, lesdites lignees pouvant €tre sdectioimees notamment parmi les lign6es 
CHO-K, CHO-LeclO, CHO Lec-1, CHO Pro-5, CHO dhfr-, Wil-2, Juricat, Vero, 
Molt-4, COS-7, 293-HEK, YB2/0, BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 et 

20 P3X63Ag8.653. 

Les IgG polyvalentes sont utilisees pour inhiber le mtouiisme de lyse des cellules 
effectrices via le FcyRin. 

Dans ce proc6d6, on sdectionne les anticorps pr^sentant un taux ADCC de type 
25 FcYRm superieur a 60 %, 70%, 80 % ou de preference superieur a 90 %. 

Les cdlules dbles peuvent Stre des h^maties traitees k la papaine. Dans ce cas^ on 
depo se par puits : — « 

- 100|U d'anticorps monodonaux purifies a environ 200 ng/ml, 

- 25^il d'hematies papainees, soit environ 1x10^ cellules, 
30 - 2Sfil de cellules effectrices^ soit environ 2x10^ cellules^ 
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- et 50\d dlgG polyvalentes, notamment de TEGELBNE™ (LFB, France), k une 

concentration comprise entre 1 et 20 mg/ml. 
On peut ainsi compare la quantity de lyse des cellules cibles k deux tdmoins positifi 
consistant en un compost chimique tel que du NH4CI et un anticorps de r^rence actif 
S in vivo et a un t^oin nSgatif consistant en un anticorps inactif in vivo. 

On peut egalemmt utiliser les anticorps polyclonaux d'origine commerdale comme 
tdmoins positifi et un anticorps monodonal inapte k induire une clairance in vivo 
comme t6moin n^ati£ 

10 

Avantageusement, ce proc6d6 permet de preparer des anticorps monoclonaux anti- 
Rh(D), comme indiqu6 pr^cedemment. On utilise alors comme cellules dbles des 
h6maties rhesus D. 

IS L'invention repose done sur la mise au point d'un test d'activit6 biologique in vitro 
dans lequel les activites mesur6es sont en correlation avec ractivit6 biologique in vivo 
des anticorps monoclonaux ou polyclonaux deji 6valu6s du point de vue clinique quant 
a leur potentiality a induire la clmrance d'h6maties Rh (D) positives chez des sujets 
volontaires Rh (D) negatife. Ce test permet d'6valuer Tactivit^ lytique dependante de 

20 TemticoTps = ADCC (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) induite 
essentiellement par les r^cepteurs Fey de type HI (CD 16), les r^cepteurs Fey de type I 
(CD64) etant satures par Taddition d'immunoglobulines humaines de type IgG (sous la 
forme d'IgG polyvalentes th6rapeutiques). La specificity FcyRIE de ce test ADCC a 
ete confirmde par inhibition en presence d' anticorps monoclonal anti-FcyRm (voir 

25 figure 6). Des cellules mononucleees de sujets sains sont utilisees comme ceUules 
effectrices dans un ratio effecteur/cible (E/C) proche des conditions physiologiques in 

vmx-DanK res r.onHitions les arrivit<iq ly ti qnes des immunp globulines p olycl onales et 

des anticorps monoclonaux anti-D ineflScaces in vivo (anticorps DF5 Goossens et al, 
1987 et les anticorps AD1+AD3, FR 9207893 LFB/Biotest et FOG-1, GB 2189506) 

30 sont respectivement fortes et faibles. 
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La selection des anticorps dtoits dans la pr&ente invention a done 6X6 rdalis^e par 
Evaluation de leur activity biologjque dans ce test de type ADCC (voir exemple 1). 

Dans un autre aspect, Tinvention conceme les anticorps susceptibles d'etre obtenus & 
5 partir du procMe d6crit ci-dessus, lesdits anticorps pr&mtant des taux ADCC de type 
FcyRin supdrieurs & 60 %, 70%, 80 % ou de prdjE&ence supdrieur i 90 % par rapport 
au polyclonal de r6f6raice. Les anticorps monoclonaux de I'invmtion, dirig6s centre 
un antigtee donnd, activent les cellules efifectrices exprimant le FcyRm provoquant 
une lyse sup6rieure a 60 %, 70 %, 80 %, de pr6f6rence sup6rieure k 90 % de la lyse 
10 provoqu6e par des anticorps polyclonaux dirig6s contre ledit antigdne. 
Avantageusement, lesdits anticorps monoclonaux sont dirig6s contre le rhesus D. 
Us peuvent de preference etre produit par des clones d&tv^ des lign^ Vero 
(ATCC n** CCL 81), YB2/0 (ATCC n^ CRL 1662) ou CHO Lec-1 (ATCC CRL 
1735) et peuvent appart^iir k la classe IgGl ou IgG3. 

15 

L'invention conceme ^alement des anticorps ayant une stmcture glycannique 
particuliere configrant ime activity effectrice ddpendante du FcyRm. 
De tds anticorps peuvent £tre obtenus & partir d'un proc^6 explicits ci-dessus et 
poss&dent sur leur site de glycosylation (Asn 297) du Fey des structures glycanniques 
20 de type bianteondes, avec des cha&ies courtes et une fidble sialylation. De pr6f6rence, 
leur structure glycannique pr&ente des mannoses tenninaux et/ou GlcNAc terminaux 
non intercalcures. 



25 



De tels anticorps sont plus particulierement sdectionn6s parnii les formes 

5v 5 ^3 





GO, GOF, Gl et GIF. 

30 |g GlcNAc ^ Mannose ^ Galactose ^ Fucose 
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Ainsi, I'invention vise iin anticorps monoclonal caract^s6 en ce qu'il possdde sur son 
site de gl^cosylation (Asn 297) du Fq^ des structures glycanniques de type 
biantennees, avec des dia!bies courtes, une fiuble sial;^ation, des mannoses et dcNAc 
du point d'attache terminaux non intercalaires. Lesdits anticorps, dirig6s contre un 
5 antigtee donn^ activent les ceUuIes effectrices exprimant le FcyRIII provoquant une 
lyse supdrioire k 60 %, 70 %, 80 %, de pr^fi^ence sup6rieure & 90 % de la lyse 
provoqu6e par des anticorps .polyclonaux dirig^ contre ledit antigene. 

Plus particulidrement, Tinvention porte sur des anticorps et des con^ositions 
10 comprenant lesdhs anticorps tels que d6finis ci-^essus, dans lesquds la teneur en adde 
sialique est inferiaire a 25%, 20%, 15%, ou 10%, de prdf&ence 5%, 4% 3% ou 2%. 

De m@me, I'invention porte sur des anticorps et des conq)o^tions comprmant lesdits 
anticorps tels que definis ci-dessus, dans lesquels la teneur en fucose est inf6rieure & 
15 65%, 60%, 50%, 40%, ou 30%, De pr6f<§rence, la teneur en fiicose est comprise entre 
20% et 45% ou mcore mtre 25% et 40%, 

Une composition selon Tinvention particulidrement efficace conq)rend par exemple 
une teneur sup^eure i 60%, de preference superieure h 80% pour les formes GO + Gl 
20 + GOF + GIF 6tant entendu que les formes GOF + GIF sont inf&ieure a 50%, de 
pref^r^ce infeneure ^ 30%. 



25 



30 
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Tableaa 1 ; quantification (Vo\ des structures oligosaccharidiaues 
des difiSrents anticoros Anti-RhD 



Anticorps actifs en ADCC FcRyUl 



Anticorps inactifs en ADCC FcRylll 



R297 



R270 



F60 



D31 



F5 



Structure 



HPCE-LIF 



HPCE-LEF 



Fucosyl& 



34,3 



Sialyli 



1>0 



G2S2FB 



45,9 



2^ 



HPLCs 



HPCE-LIF 



37,2 



47,7 



4,1 



9,9 



HPLCs HPCE-LIF HPCE-LIF HPLCs 



46,6 




G2S2F 



0,0 



0,0 



n.d. 



G2S1FB 



Gas IF 



1,0 



n,d. 



2,7 



2.5 



21/t 



30^ 



2S 



G2S1 



0,0 



1.2 



n.dL 



3,0 



0,0 



GISIFB 



6,2 



GISIF 



1.7 



G2F 



3,9 



5,0 



3.0 



10,3 



11,6 



16,9 



22,1 



G2 



12,1 



3.3 



7,0 



13,3 



2.0 



0.0 



GIFB 



25,7 




Une alternative pour cibler sp^cifiquement le FcyRIII consiste en la preparation 
d'anticorps du type « high mannose ». 



Dans un autre aspect, Tinvention a trait k une cellule produisant un anticorps 
10 mentioiin^ ci-dessus. n peut s'agjr d'un bybridome, notanunent d'un h6t6rohybridome 
obtenu avec le partenaire de fiision K6H6-BS (ATCC n^'CRL 1823) ; ou d'une cellule 
animate ou humaine transfect^e k Taide d'un vecteur comportant le gdne codant pour 
ledit anticorps, notanunent une ceUule d6rivee des ligndes Vero (ATCC n^ CCL 81), 
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YB2/0 (ATCC CRL 1662) ou CHO Leo-1 (ATCC CRL 1735). Ces cellules 
coirespondCTt aux lign^ cellulaires s6iectionn6s par le proc6d6 selon rinvration, 
lesdites cdlules produisant des anticorps possSdant les caract^ristiques 6voqu6es 
precMemment. 

5 

Un anticorps prefere selon Tinvention montre une activity biologique importante 
(sup^eure ou 6gale k celle de Tanticorps polyclonal anti-RhCD) de r6f6rence) dans le 
test ADCC utilisant des cellules effectrices FcyKQI positives. 

Son aptitude i Tactivation des recepteurs FcyRm (aprte fixation) est confiimde sur des 
10 modeles in vitro qui mettent m Evidence la modification du flux caldque 
intracellulaire, la phosphorylation de molecules de transduction du signal deactivation 
ou la liberation de m6diateurs diimiques. 

Ces propri^tes sont associ^es k une stucture particuli^e des oligosaccharides du site de 
N-glycosylation de la partie Fc de Tanticorps : pr&ence de chaines courtes, faiblement 
IS galactosylees, peu sialylees, poss6dant des mannoses tenninaux et/ou GlcNAc 
terminaux non intercalaires par exemple. 

Cet anticorps prdsente des applications th^rapeutiques : prevention de la MHNN, 
traitement du PTI chez les individus Rh(D) positif, et toute autre application concmi^ 
par l\itilisation d'immunoglobuiines polyclonaies anti-D. 

20 Un anticorps prefere selon rinvention peut egalement avoir une sp6cificit6 autre que 
anti-Rh(D) (anti-cellule cancereuse par exemple). D peut poss&ler les propriet6s 
decrites pr6c6demnient (activite fonctionnelle d6pendante d*un mecanisme de 
fixation/activation au niveau des recepteurs FcyRm, structure particulifere des 
oligosaccharides) et etre utilise dans rimmunotherapie de cancers ou de toute autre 

25 pathologic pour laquelle peut etre eflfectue un traitement curatif ou preventif a Taide 
d'un anticorps monoclonal dont le mecanisme d'action correspond a une activite 
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Un autre aspect porte sur une coixq)osition phannaceutique conq)reiiant un anticorps 
sdon I'invention et sur l*utilisation dudit anticorps pour la febrication d'un 
m&licament. 

5 De preference, Tinvention concerae Futilisation d'un anticorps anti-Rh(D) dicrit d- 
dessus pour la fabrication d'un medicament destine i la pr6v«ition de Tallo- 
immunisation Rh&us d'individus Rh nigatif Le mode d'action des immunoglobulines 
anti-D m vivo est une fixation sp6dfique des anticorps sur Tantigdne D des globules 
rouges Rh(D) positif. suivie dHine flimination de ces globules rouges de la circulation 
10 essentiellement au niveau de la rate. Cette clairance est associee a un mecanisme 
dynamique de suppression de la r6ponse immune primaire chez les individus et 
pr^vient done I'immunisation. 

Ainsi, on peut utiliser un anticorps de Tinvention de maniere prophylactique pour la 
prevention de Talloimmimisation de femme Rhesus n^gatif, immediatement apres la 

15 naissance d'un enfant Rhesus positif, et pour prevenir, lors des grossesses ult^rieures, 
la maladie Mmolytique du nouveau-ne (MHNN) ; lors d'avortements, de grossesses 
extra-uterines en situation tfincompatibilite Rhesus D ou encore lors d'hemorragies 
transplacentaires resultant d'amniocentese, de biopsies chorioniques, ou de 
manipulations obstetriques traumatisantes en situation d'incompatibiUte Rhesus D. 

20 En outre, on peut utiliser un anticorps de invention dans le cas de transfusions Rh 
incompatibles avec du sang ou des drives sanguins labiles. 

L'invention porte egalement sur TutiUsation d'un anticorps de Tinvention pour la 
fabrication d'un medicament destine k une utilisation th&apeutique dans le Purpura 
25 Thrombocytop^que Idiopathique (PTI). 

Les anticorps de Tinvention sont egalement utiles pour la fabrication d'un medicament 

de!rtini5 au t raitm ^ p t ^^ r ^ nri>rg par immimQth e rapie ou pour le traitement d'infections 

causees par des agents pathogenes viraux ou bact6riens. 
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Un aspect coinpl6mentaire de rinvention porte sur I'utilisation desdits anticorps 
notamment pour le diagnostic. L'invention vise done un kit con^renant un anticorps 
d6crit ci-dessus. 

S Pour la suite de la desoription, on se rtfdrera aux 16gendes des figures pr^sent^es d- 
apres. 

L£gendes 

10 Figure 1 : Valuation ADCC de F60 et T125 YB2/0 (R270) 

Cette figure repr6sente le pourcentage de lyse obtenue en fonction de la concCTtration 
en anticorps en presence de 100 et 500 |xg/puits de TEGELINE™ (LFB, France). On 
obtient un pourcentage de lyse €Lev6 pour les anticorps selon I'invention F60 et T12S. 
Figure 2 : fixation des anti-D au recepteur (FcyRm) 

15 On obtient un fort indice de fixation pour les anticorps selon Tinvention F60 et T12S. 
Figure 3 : construction du vecteur d'expression T125-H26 pour I'expression de la 
chaine H de T125. 

Figure 4 : construction du vecteur d'expression T12S-K47 pour ^expression de la 
chaine LdeT125 

20 Figure 5 : construction du vecteur d'expression T125-IG24 pour I'expression de 
r anticorps entier T125. 

Figure 6 : inhibition ADCC en prfeence d'anti Fc RID (CD16) 
Le test ADCC est 6tabli selon le mode operatoire decrit au §3.3 en pr^ence de ranti- 
CD16 conunerdal 3G8 (TEBU) dont Taction est de bloquer les recepteurs FcRUI 
25 presents siu* les cellules eSectrices. La concentration finale de 3G8 est de 5|ig/puits 
(25ng/nil). Un temoin est fait en parallele en absence de 3G8. 

selon le proced6 ddoit en exemple I et le R297 (Pf 210 01/76) obtenu selon le proc6d6 
d^c^t en exemple IL 



30 
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R&ultats : on observe une inhibition en presence du 3G8, ce qui demontie que 
I'ADCC induite par les trois anticorps testes est majoriUurement d^endante du FcRm. 
Une inhibition 16gdrement plus forte est observ6e en presence du Poly-D ^^^nRho 
(83% par rapport i 68% et 61% d'inhibition pour le F60 et R297 respectivement). 
5 Cette difference peut etre due a la pr6sence dans le Poly-D dlgG humaines non anti-D 
qui vont inhiber les r&epteurs de type 1 (FCRI ou CD64) et done agir en synergie avec 
ranti-CD16. 

Figure 7 : caract£risation des glycanes des Anti-D par Spectromitrie de Masse 
10 (MS). 

Figure 8 : Comparaison des spectres MS de R 290 et DF5. 
Figure 9 : €tude de la glycosylation de i'Anti-D D31DMM par MS. 

EXEMPIiE 1 : ETABLISSEMENT D'UNE LIGNEE CELLULAIRE 
15 HETEROHYBRIDE PRODUCTRICE D'UN ANTICORPS ANTI- RH (D) 

1- Qbtention de clones Ivmphoblastoides et d'heterohvbrides ; 

LI- Source de lymphocytes : 
20 Le donneur de lymphocytes B est selectionn6 panni les donneurs d'anti-Rh(D) en 
plasmaph6rfese, sur ractivit6 de ses anticorps anti-Rh(D) s6riques dans le test d'activit6 
ADCC decrit au §33. Apr^s un don de sang total en 1998. la fiaction «bufify coat» 
(concentre de leucocytes) est r6cup6r6e. 

25 L2-ImmortaUsadon des lymphocytes B du donneur 

Les cellules mononucleees du sang periph6rique sont separees des autres dements par 

rpntrifiigation sur FicoU Plus (Pharmacia). Elles sont ensuite dilutes a 10^ cellules/ml 

en IMDM contenant 20% (v/v) de s6rum de veau foetal (SVF), auqud sont ajout^s 20% 
de sumageant de culture de la lignte B95-8 (ATCC-CRL1612), 0,l^g/ml de 

30 cyclosporine A (Sandoz), 50 jig/ml de sulfate de gentamycine (Life Technologies), et 
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r^arties en plaques de 24 puits CP24 Grdner) ou en plaques de 96 puits k fond rond. 
EUe sont ensuite placees en incubateur & 37^C, 7% C02. Aprts 3 semaines, la 
presence d'anticorps anti-Rh(D) est recherchte par ADCC 

A Chacun des 16 tnio-opuits d*un puhs de plaque P24 positif est transf6r6 dans un 
S nouveau puits de P24. Cet enrichissement est r6p6t6 apres 10 & IS jours de culture et 
chaque microputts est amplifi6 en P96 puis en P24. 

A Les puits de P96 positife sont rq>ris et amplifies en P24 k fond plat (Nunc). 
Apres qudques jours de culture, la presence d'anticorps anti-Rh(D) est recherdi6e par 
ADCC. 

10 

i. J- Enrichissement par rosettes immunes (KQ : 

Les cellules issues dVin ou plusieurs puits de P24 sont enrichies en cdlules sp6cifiques 
par formation et separation de rosettes avec des hematics Rh(D) po^ves papain^es : 
1 volume dli6maties lav6es en NaCl 0,9% est incub6 10 minutes k 37X avec 1 volume 

15 de solution de papaihe (Merck) au 1/1000*^ (m/v), puis lav6 3 fois en NaCl 0,9 %. Les 
cellules sont ensuite lav6es une fois en solution de Hanks, mises en suspension en SVF 
et m61ang6es aux hematics papain^ dans le rapport 1 cellule pour 33 hematics. Le 
melange est place dans im tube k centrifiiger k fond conique, centrifuge S minutes k 
80g et incubi une heure dans la glace fondante. Le mdange est ensuite dSIicatement 

20 agit6 et le Ficoll d^pos^ au fond du tube pour separation 20 minutes k 900g. Le culot 
contenant les rosettes est hemolys^ en solution de NH4CI pendant S minutes et les 
cellules remises en culture en P24 contenant des cellules mononucl^ees humaines 
irradiees. Apr^s en\dron 1 semaine, les sumageants sont lvalues en tests CELA 
(paragraphe 3.2) et ADCC pour la presence d'anticorps anti*RhCD) ayant une bonne 

25 activity. Un nouveau cycle d'enrichissement est realise si le pourcentage de cellules 
formant rosettes augmente significativement par rapport au cycle precedent. 



1.4'Clonages des cellules lymphoblastofdes : 

Les cellules enrichies par RI sont r^arties i 5 et 0,5 cellules par puits dans des plaques 
30 de 96 puits k fond rond contenant des cellules mononudedes humaines irradides. 
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Aprte environ 4 semdnes de culture, les sumageants des puits contenant des amas 
ceUulaires sont 6valu& par test ADCC. 

i.5- HeUrofusion : 

5 Les puits de clonages des cellules transform^es par EBV pr&entant une activity ADCC 
int&*essante sont amplifies en culture puis fusionnfo avec lli6teromyelome K6H6-BS 
(ATCC CRL-1823) selon la technique standard au PEG. Apr^s fiision, les cellules sont 
reparties a raison de 2 10"^ cellules/puits en P96 a fond plat contenant des macrophages 
intrap6riton6aux murins et dans un milieu s61ectif contenant de raminopterine et de la 
10 ouabajtoe (Sigma). 

Apr^s 3 k 4 semaines de culture^ les sumageants des puits contenant des amas 
cellulaires sont 6valu6s par test ADCC. 

i. 6- clonages des hetirohybridomes : 
IS Le clonage par dilution limite est effectue a 4, 2 et 1 cellules/puits dans des P96 a fond 
plat. Apres 2 semaines, Taspect microscopique des puits est examine pour identifier les 
clones uniques puis le miliw est renouvel6. Au bout de 2 semaines environ, les 
sumageants des puits contenant des amas cellulaires sont 6valu6s par test ADCC. 

20 2- JFf istnriqii e dcs clones retenus : 

2.1- clone producieur d*une IgGl 

La transformation par EBV des cellules du donnair dl3 a permis la selection d*un 
puits, d^signe T125 2A2 sur lequd ont 6t6 realises successivement : 2 enrichissements, 
25 3 cycles de RI, et un clonage k 5 cellules/puits pour donner 2 clones : 

1) T12S 2A2 (5/l)A2 a partir duquel a 6x6 extrait TADN pour la preparation du 
vecteur re combinant ; 

2) T125 (5/l)A2 qui a 6te fusionn6 avec K6H6-B5 pour doimer F60 2F6 puis apr6s 5 
clonages F60 2F6 (5) 4C4, clone retenu pour la constitution d*un stock cellulaire 

30 pr^alable k la preparation de banques. 
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n s'ag^t d'une IgGl poss6dant une chsSne ligbre Kappa. 

Cellules Donneur 

Transformation EBV 

5 T125 2A2 

Enrichissenteni en P24 

T125 2A2 (2)E6 

^ 5 cycles de Rosettes Immunes 

T125 2A2(2)E6RI(3) 
10 Iclonage ^ ^| 1 clonage 

T125 2A2 (5/l)A2 T125 2A2 (5/l)lC5 

J. J. fission 

ADN pour vecteur recombinant F60 2F6 

^ 5 clonages 
15 F60 2F6(5)4C4 

2.2- cfone producteur d*une IgG3 

Selon le meme proced6 que celui utilis6 pour la preparation de Tanticorps d'isotype 
IgGl, une lignee productrice d'une IgG3 a 6te pr6par6e. Les ceUules d'origine 
20 proviennent d\in don de sang total, d'un autre donneur designs, dont la fraction 
« buflfy coat » (concentr6 de leucocytes) a 6t6 r6cup6ree. 
n s'agit d'une IgG3 poss6dant une chaihe legere Kappa. 

Cellules Donneur 

25 ^ Transformation EBV 

T1514H1 

2 cycles de Rosettes Immunes 



T151 4H1RI(2) 

^ Fusion (x K6H6/BS) 

30 F41 IDll 
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^ 5 clonages 

F41 IDl 1(5)3 A3 

3- M^tfaodes d'^valuation des anticorns anti-Rh (D) ; 

5 

AprSs purification par chromatographie d' affinity sur prot^e A S6pharose 
(Pharmacia) et dialyse en tampon Tris 25mM, NaCl ISOmM, pH 7,4 , la concentration 
de i'anticorps T12S est ddterminee par technique ELISA L'activite biologique in vitro 
est ensuite mesuree par la technique ADCC. 

10 

3.1- Determination du taux d'IgG et des isotypes par technique ELISA : 

• IgG to tales 

Coating : anti-IgG (Calbiochem) a 2jig/ml en tampon carbonate 0,05M pH 9.5, 1 nuit 
i 4°C. Saturation : tampon de dilution (F&S + 1% BSAh- 0,05% Tween 20, pH 7.2) Ih 

15 a temperature ambiante. Lavage (i renouvder a chaque etape) : H20 + NaCl 150mM 
+ 0,05% Tween 20. Dilution des ^chantiUons en tampon de dilution a environ 
lOOng/ml et de la gamme t6moin constitute a partir d'IgG humaine poljrvalentes LFB 
predilutes a lOOng/ml. Incubation 2h a temperature ambiante. Conjugu6 : anti-IgG 
(Diagnostic Pasteur) dilu6 au 1/5000, 2heures a temperature ambiante. Substrat : OPD 

20 a 0,5mg/nil (sigma) en tampon phosphate citrate, perborate de Na (Sigma), 10 minutes 
a Toscurite. Arret de la reaction par HCL IN, et lecture k 492 nm. 

• Dosage chaine Kcppa. 

Coating : anti-Kappa (Caltag Lab) a 5ng/ml en tampon caibonate 0,05M pH 9.5,1 nuit 
k 4°C. Saturation : tampon de dilution (PBS + 1% BSA+ 0,05% Tween 20, pH 7.2) Ih 

25 k temp^ture ambiante. Lavage (d renouveler k chaque ttape) : H20 + NaCl ISOmM 
+ 0,05% Tween 20. DOution des 6chantillons en tampon de dilution k environ 

lOOng/ml et de la gamme temoin constitute a partir de Tantic orps monoclonal AD3T1 

LFB (Kappa/gamma 3) pr&lilu6 a lOOng/ml. Incubation 2 h & temperature ambiante 
Conjugue : anti-kappa biotinjde (Pierce) dilut au 1/1000 en presence de Streptavidine- 

30 peroxidase (Pierce) dilu6 au 1/1 500, 2 heures k temperature ambiante. Substrat : OPD k 
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0,Sixig/ml (signm) en tampon phosphate citrate, perborate de Na (Sigma), 10 minutes k 
robscurit6. Arrgt de la reaction par HCL IN, et lecture k 492 nm. 

5.2- Dosage spedfique onij-D par technique CELA (Cellular Enzyme Linked 
5 Assay): 

Cette mSthode est utilis6e pour le dosage sp6dfique des anticorps anti-D notamment 
lorsqu'il s'agit de sumageant de culture a des stades de culture ou d'autres 
immunoglobulines non anti-D sont presentes dans la solution (Stapes pr6coces aprds 
transformation EB V). 

10 Principe ; Tanticorps anti-D est incube avec des h^maties Rhesus positif puis rev61^ 
par une anti-Ig humaine marquee k la phosphatase alcaline. 

lOOjil d'h^maties RhH- k 10% dilutes en tampon de dilution Liss-BSA 1%. Dilution 
des 6chantillons en tampon de dilution a environ SOOng/ml et de la gamme t6moin 
constitute a partir d'une IgG anti-D humaine monoclonale purifite (DF5, LFB) 
15 predilu6e k 500ng/ml. Incubation 45 min a temperature ambiante. Lavage {k renouveler 
a chaque 6tape) : H20 + NaCl ISOmM. Conjugu6 : anti-IgG phosphatase alcaline 
(Jackson) dilu6 au 1/4000 en PBS+1% BSA, lh30 a temperature ambiante. Substrat : 
PNPP a Img/ml (sigma) en diethanolamine IM, MgC12 0,5mM ; PH 9,8. Arret de la 
reaction par NaOH IN et lecture a 405 nm. 

20 

Technique ADCC 

La technique ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) permet d'evaluer la 
25 capacity des anticorps (anti-D) a induire la lyse des h&naties Rh positif en presence de 

cellules eflFectrices (cellules mononucleees ou lymphocytes). 
Brievement. les hematics d*un concentre globulaire Rh positif sont traitees k la papalne 

(1 mg^ml, 10 min a Sl^'C) puis lavees en NaCL 0,9%. Les cellules eflFectrices sont 

isol6es a partir d'un pool d*au moins 3 buflfy-coat, par centrifiigation sur Ficoll 
30 (Pharmacia), suivi d'une etape d'adhtrence en presence de 25% de SVF, de fsufon a 
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obtenir un ratio lymphocytes/monocytes de I'ordre de 9. Dans une plaque de 
microtitration (96 puits) on d^ose par puits : 100(il d'andcorps anti-D purifi6 k 
200 ng/ml, 2S|il dli^maties papaln^es Rh+ ( soit 1x10^, 25 (il de cellules eflEectrices 
(soh 2x10^ et 50|il dlgG polyvalentes (T^gfline LFB par exmiple) aux 
S concentratiom usudles de 10 et 2 mg/inl. Les dilutions sont £utes en IMDM 0,2S% 
SVF. Apres incubation Inuit i 37**C, les plaques sont centrifiig^es, puis Th^moglobine 
lib^ee dans le sumageant est mesur^e en presence d'un substrat sp6cifique de 
ractivit6 peroxydaaque (2,7 diaminofluor&ne, DAF). Les r&uhats sont exprimes en 
pourcentage de lyse, 100% correspondant k la lyse totale des hematies en KH4Ci 
10 (t£moin 100%), et 0% au melange r6actionnel sans anticorps (temoin 0%). 
La lyse sp^dfique est calcul6e en pourcentage selon la fomuile suivante : 

(DO ^chantillon - DO temoin 0% ) x 100 = % ADCC 
DO temoin 100% - DO t6moin 0% 

15 

Les resultats presentes a la figure 1 montrent Factivit^ de T anticorps produit par 
rh6terohybride F60 comparee a celles des anticorps de reference : 

- les anticorps polydonaux anti-Rh(p) POLY-D LFB 51 et WinRhO W03 (Cangene) = 
t^moins positifs 

20 - Tanticorps monoclonal DF5 (inactif in vivo sur la clairance d*hematies IUi(D) 
positives (BROSSARD/FNTS, 1990, non public)) = temoin n6gatif 

- les IgGl purifi6es (separees des IgG3) a partir du polyclonal WinRhO W03. 

D&jx concentrations dTgG humaines (Tegeline LFB) sont utilis6es pour montrer que 
rinhibition d*activit6 du temoin negatif est li6e a la fixation des IgG comp6titrices sur 
25 les recepteurs Fey de type I. 

Tachm quj'^.^xatin n a u F r . yRm (CD16} : 

Ce test p^tnet d*^precier la fixation des anticorps anti-Rh(D) d'isotype IgGl sur le 
Fc/Rni et notamment de differencier des anticorps IgG3. Compte tenu de la feible 
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afBmte de ce rdcepteur pour les IgG monom^ques, la fixation pr^alable des anticorps 
sur Tantig^ne D est n^cessaire. 

Principe : sur des mraibranes d'h&naties Rh+ coatees en plaque de microtitration, on 
ajoute ranticorps a tester (anti-D) puis des cellules Jurkat transfect6es exprimant d leur 
5 sui&ce le r6ceptw FcyRin. Aprds centrifugation, Tinteraction « membrane Rh+Zanti- 
D/Jurkat CD16» se visualise par un etale»nent homogene des Juikat CD 16 dans le 
puits. Au contraire, les cellules se regroupent au centre du puits en absence 
d'int^action. L'intensit6 de la reaction est mprimte en nombres de +. 
M6thode : 1) Incubation Ih k 3TC de Tanticorps anti-D (50 jil k Ijig/ml en IMDM) 

10 sur plaque de Capture R (InmiimochimX puis lavages en eau + NaCl 0,9%. ^out de 
Juikat CD16 (2.10^ cellules/ml) en IMDM + 10 %SVF. Incubation 20 min a 37°C puis 
centrifugation et evaluation de TadhSrence des cellules (contre une ganune t^moin). 
2) R6v61ation de Tanti-D fixe sur les plaques de C^ture R par technique de type 
ELISA a Paide d'anti IgG humaines-Peroxydase au 1/5000 (Sanofi Diagnostics 

15 Pasteur) aprte avoir lyse les cellules Jurkat CD16 au Tris -HCl 0,2M, Ur6e 6M, pH 
5,3-5,5. R(6v61ation OPD puis lecture de la dmsite optique (D.O.)^ 492 nm. 
Expression des r&ultats : on affecte une valeur arbitraire de 0 a 3 en fonction de la 
fixation et de T^talement des cellules Jurkat CD16. Ces valeurs sont affect^es a chaque 
intervaUe de DO defini (de 0,1 en 0,1). On trace : 

20 * soit une courbe : adherence des cellules Jurkat (Y) en fonction de la quantity d'anti-D 
Sxie sur les membranes d 'hematics (X). 

* soit un histogramme des «indices de fixation» correspondant pour chaque anticorps, 
a la somme de chaque valeur de fixation des ceUules Jurkat (0 a 3) aflfect6e par 
intervalle de DO (sur une portion commune a I'ens^ble des anticorps testes). 

25 Un exemple d'histogramme est present6 4 la figure 2. 

Les anticorps anti-Rh(D) d'isotype IgGl (F60 et T125 YB2/0) montrent un indice de 

fiyatinn prnche de celui des IgGl polyclonales (WinRho), alors que les anticorps 

temoins negatifs DF5 et ADl ne se fixent pas. De la meme fagon, Tanticorps d'isotype 
IgG3 (F41) pr6sente un bon indice de fixation, 16gerement inferieur a celui des IgG3 

30 purifites k partir du polyclonal Winrho et sup^rieur k celui de I'anticorps AD3 (autre 
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IgG3 testae et inefScace en essai clinique, en melange avec ADl (Biotesi/LFB, 1997, 
non public). 

Exemole 2 ; 

5 PRODUCTION WTJN ANTICQRPS (Ac^ ANTI-D RECOMBINANT 

1- Isolement et amplification des ADNc codant pour les chahies lourde et Uglre 
del' Ac 

10 i. i- Extraction des ASN et synihese d'ADNc 

Les ARN totaux ont 6t6 extraits d'un clone producteur d'Ac and-D (IgG Gl/Kappa) 
obtenu par transfonnation EBV : T12S A2 (S/1) A2 (voir paragraphe 2, exemple 1) 
Les cDNA correspondants ont 6t6 synth6tis6s par transcription reverse des ARN totaux 
k Taide d'amorces oligo dX. 

15 

L2- Amplification de la rigion variable de la chidne lourde de TlZS-Al : sequence 
VWTUS-AZ 

La sequence VH/T12S-A2 est obtenue par amplification des cDNA de T12S-A2 a 
Taide des amorces suivantes : 
20 - amorce A2VH5 localis6e en 5'de la region leader du gene VH de T125-A2, 
introduit une sequence leader consensus (en gras) d^duite de sequences leader d6ja 
pubU^es et associees a des genes VH appartenant k la meme famille VH3-30 que le 
gene VH de T125-A2 ; cette sequence comporte egalement un site de restriction 
Eco RI (en italique) et une sequence de Kozak (soulignSe) : 
25 A2VH5 (SEQ ID N^l) : 

5'- CTCTCCGAiyT UGCCGCCACCA TGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGT -3' 

— q morcft nnti sens OSP^ ANP situfe en 5' de la region constante (CH) de T125-A2 : 

GSP2ANP (SEQ ID N^2) : 5'- GGAAGTAGTCCTTGACCAGGCAG -3'. 

30 L3- Antplification de la rigion constante de T125'A2 : sequence CH/T125rA2 
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La sequence <iH/T125-A2 est obtenue par amplification des cDNA de T125-A2 a 
I'aide des amorces suivantes : 

- amorce Gl localisee en 5' de la r^on CH de T125-A2 : 

Gl (SEQ ID N^3) : 5'- fiCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTC -3* 
5 La premiere base G de la sequence CH est id remplac6e par un C (soulign6) 

afin de recr^er aprte donage un site Eco RI (voir paragraphe 2. 1 . 1) 

- amorce antisens H3'Xba situfe en 3' du CH de T125-A2, introduit un site Xba I 
(soulignS) en 3' de la sequence amplifite: 

H3*Xba(SEQroTSr4): 
10 5'. GAGAGGimiAQACTATTTACCCGGAGACAGGGAGAG -3' 

1.4- An^Uficaiion de la chaSne ligireKigfpa : sequence K/T125-A2 
La chaine Kappa entifire de T125-A2 (sequence Kyri25-A2) est BxnpM6e k partir des 
cDNA de T125-A2 en utilisant les amorces suivantes : 
15 - amorce A2VK3 atu6e en 5' de la r^on leader du g&ie VK de T125-A2, introduit 
une sequence consensus (en gras) deduite de la sequence de plusieurs regions 
leader de g6nes VK VH appartenant au meme sous-groupe VKl que le gene VK de 
T125-A2 ; cette sequence comporte 6galement un site de restriction Eco RI (en 
italique) et une sequence de Kozak (soulignee) : 
20 A2Via (SEQ ID ^5) : 

5'- crTACrrrAA 77y :gccgccacca tggacatgagggtccccgctca -3' 

. amorce antisens KSEl localise en 3' de Kappa, introdiut un a*e Eco RI 
(soulign6) : 
25 KSEl (SEQ ID >r6) : 

5'- GGTGG TGAATTC CTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT -3\ 
La Fig. 1 schematise les strat^es d'amplification des chsfnes lourde est leg^e de 
T125-A2. ~ " " 



30 2- Construction des vecteurs d'espression 
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2.1' Vecteur d'expressipn chotne lourde de T125'A2 : T125'H26 
La constmcdon de T12S-H26 est r6sum6e I^g. 2. Elle s'efTectue en deux temps : tout 
d'abord construction du vecteur intermediaire VSl-CBI/ri2S-A2 par ins^on de la 
r^on constante de T12S-A2 dans le vecteur d' expression VSl d^riv6 de pCI-n6o (Fig. 
5 3) puis clonage de la region variable dans VS 1-CH/T12S-A2. 
2.7.7 clonage de la rigion constante de T125''A2 

La sequence CH/ri25-A2 amplifi^ est ins6r6e aprds phosphorylation au niveau du 
site Eco RI du vecteur VSl (Fig. 3). La ligation s'^ectue apr6s traitement pr6alable k 
la polymerase Klenow des extrSmitSs coh6sives Eco RI de VSl afin de les rendre 
10 « bout franc ». 

L' amorce Gl utilis6e poiar I'amplification de CH/T12S-A2 permet de reo-^er apr6s son 
insertion dans VSl un site Eco RI en S' de CH/T12S-A2. 
2. 7.2 clonage de rigion variable de T125rA2 

La s^uence VH/T12S-A2 obtenue par anq>lification est dig6r^ par Eco RI et Apa I 
15 puis ins^r^e au mveau des ates Eco RI et Apa I du vecteur VS1-G1/T12S-A2. 

2L2- Vecteur chtiSne Ugere de T125'A2 : T125'K47 

La construction de T125-K47 est presentee Fig.4. La sequence K/T125-A2 obtenue par 
PGR est dig6r6e par Eco RI et inser6e au niveau du ate Eco RI du vecteur d'expression 
20 V47 d6riv6 de pCI-n6o (Fig. S). 

2.3' Vecteur chdines lourde et legere de T125-A2 : T125'IG24 
La construction de T125-IG24 est sch6matis6e Fig.6, Ce vecteur qui contient les deux 
unites de transcription des chaiaes lourde et kappa de T125-A2 est obtenu par insertion 
2S du fragment Sal I - Xho I de T125-K47 contenant Tunit^ de transcription de K/T12S- 
A2 au niveau des sites Xho I et Sail de T125-H26. 



promoteur CMV ; d*autres promoteurs peuvent 6tre utilises : RSV, promoteur chaine 
lourde feG, LTR MMLV, HIV, p actine, etc. . . 




iffinfiq Iniirrifts et 16 geres de T125-A2 sont exprim6es SOUS la d6pendance du 



30 
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^4- Vecteur leader sp&:ifique chalnes lourde et ligere de T125'A2 : T125-LS4 
Un second vecteur d'e7q)res^on de T12S-A2 est egalement constniit daos lequel la 
s^uence leader consensus de la chaSne Ksfip^L est renq)lac6e par la sequence r^e de 
la region leader de T12S-A2 pr&dablement d^terminte par sSquen^age de produits de 
5 « PGR 5'-RACE » (Rapid Amplification of cDNA 5' Ends). 

La construction de ce vecteur T125-LS4 est dferite Rg. 7. Elle s'eflFectue « deux 
Stapes : tout d'abord la construction d'un nouveau vect^ d'expression de la chdhe 
Kappa de T125-A2, T125-KLS18, puis Tassemblage du vecteur d'e:q)ression final, 
T125-LS4, contenant les deux unites de transcription chaine l^ere modifi^e et cludiie 
10 lourde. 

2. 4. J construction du vecteur THS-^KLSIS 

La partie 5' de la sequence leader consensus Kappa du vecteur T125-K47 est 
r^plac6e par la sequence leader sp6dfique de T125 QS3J&n:\25'A£) au cours d'une 
6tape d'amplification de la sequence K/T12S-A2 r6alisee a Taide des amorces 
IS suivantes : 

- amorce A2VK9 , modifie la partie 5* de la region leader (en gras) et introduit un 

site Eco RI (souligne) cunsi qu'une s^qurace de Kozak (en italique) : 
A2VK9 : 5'- CCrACCfi^M3£CX:CGCG4CCATGAGGGTCCCCGCT 
-3' 

20 - amorce KSEl (d6crite au paragraphe 1.4) 

Le vectair T125-BCLS18 est ensuite obtenu en remplagant le finagment Eco RI de T125- 

K47 contenant la sequence K/n25-A2 d'origine par la nouvelle sequence KLS/T125- 

A2 (fig6ree par Eco RI. 

2.4.2 construction du vecteur final T125-LS4 
25 Le fi-agment Sal I - Xho I de T125-KLS18 contenant la sequence modifiee 

KLS/T125-A2 est ins6r6 dans T125-H26 au niveau des sites Xho I et Sal I. 



3- Production d' Ac anti-D dans la lignee YB2/0 
30 3.1- Sans ampUfication genique 
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Les deux vecteurs d'expression T125-IG24 et T125-LS4 ont et6 utilises pour la 
transfection de cellules de la lign6e YB2/0 (mydlome de rat, lign^e ATCC n"* 1662). 
Aprds transfection par 61ectroporation et sflection des tFansfoimants en presence de 
G418 (s3ection nfo) plu^eurs clones ont 6t& Isolds. La production en Ac anti-D 
5 recombinants est d'en^oron 0.2 ^g/10^ cellules/24h (yaleur obtenue pour le clom 3B2 
de R270y L'activite ADCC de cet Ac recombinant est sup^eure ou 6gale & celle des 
t6moins poly-D (figure 1). Les Ac produits k I'aide des deux vecteurs d'expression ne 
sont pas significativement differents en terme de niveau de production ou d'activit6 
ADCC. 

10 

J. 2- Avec an^Ufication genique 

Le sjrst^e d'amplification genique mis en oeuvre repose sur la selection de 
tnuisfonnants resistant au methotrexate (MTX). II n6cessite ^introduction pr&dable 
d*une units de transcription codant pour I'enzyme DHFR (dihydrofolate r6ductase) 
15 dans le vecteur d'expression de TAc recombinant (SHTTARI et al, 1994) 
3.2.7 construction du vecteur d'expression T125-dhjr 13 

Le schema pr6sente Fig, 8 d6crit la construction du vecteur d'expression- de T125-A2 
contenant le gfene dhfr murin. 

Un premier vecteur (V64) a ete construit a partir d'un vecteur d6riv6 de pCI-n6o, V43 
20 (Fig. 9), en remplafant, en 3' du promoteur SV40 et en 5' d'une sequence de 
polyad&iylation synth6tique, le gdne neo (fragment Hind HI- Csp 45 I) par le cDNA du 
gene dhfr murin (obtenu par amplification a partir du plasmide pMT2). Ce vecteur est 
ensuite modifie de fagon k cr6er un site Cla I en 5' de TunitS de transcription dhfr. Le 
fragment Cla I contenant TunitS de transcription dhfr est ensuite ins6r6 au niveau du 
25 siteClaIdeT125-LS4. 

3.2,2 selection en presence de MTX 
♦ 1*" strat6gie : 

Les cellules YB2/0 transfectees par electroporation avec le vecteur T125- dhfrl3 sont 

s61ectionn6es en presence de G418. Les transfonnants producteurs d'Ac recombinant 

30 sont ensuite soumis a une selection en pr&ence de doses croissantes de MTX (de 
25nM a 25nM). L'6volution de la production d'Ac recombinants, temoin du processus 
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d'amplification g^nique, est suivie au cours des Stapes de selection en NfTX. Les 
transformants r&istants au MTX sont ensuite clones par dilution limite. Le niveau et la 
stability de la production d'Ac recombinants est 6valu6e pour chaque clone obtenu. La 
productivity en anticorps anti-D apr^s amplification g^nique est d'environ 13 (+/- 7 ) 
5 \igf lO'^ceUules/24 h. 
♦ 2'°^strat^e: 

Les cellules YB2/0 transfectees par 61ectroporation avec vecteur T12S-dhfrl3 sont 
s61ectioimees en presence de G418. Les meilleurs transformants producteurs d'Ac 
recombinant sont clones par cfilution limite avant selection en presence de doses 
10 croissantes de MTX. L'^volution de la production de chaque done, t6moin du 
processus d'anqplification genique, est suivie au cours des 6tapes de sflection en MTX. 
Le niveau et la stability de la production d'Ac recombinants est 6valuee pour diaque 
clone MTX-r6sistant obtenu. 

IS 4- Evaiuation de VactMte de Vanticorps T125 exprimi dans YB2/0 

Apres purification par chromatographie d'affinite sur prot6ine A S6pharose 
(Pharmacia) et dialyse en tampon Tris 25mM, NaCl ISOmM, pH 7,4 , la concentration 
de I'anticorps T125 est d6terminee par technique ELISA L' activity biologique in vitro 
20 est ensuite mesur^e par- le test ADCC pr^cedemment decrit. Les r^sultats sont 
pr6sentes a la figure 1. 

EXEMPLE 3 ; MISE EN EVTOENCE DE LA RELATION ENTRE STRUCTURE 
25 GLYCANNIOUE ET ACTIVITE DEPENPANTE DU FCvRIU ; 

1' Culture ceUulaire en prisence de Deaxvmannojirimycine (DMM^, , 

Plusieurs travaux decrivent I'eflfet d'inhibiteurs enzymatiques sur la glycosylation des 
immunogiobulines et sur leur activity biologique. Une augmentation de Tactivit^ 

30 ADCC est rapport^e par ROTHMAN et al. 1989, augmentation non attribuable a une 
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am^oiHtion de Taffimt^ de Tanticorps pour sa dble. La modification de glycos^tion 
provoquee par Taddition de DMM consiste ea une inhibition de Vol, 2 mannosidase I 
pr^sente dans le Golgi. Elle conduit k la production d'une proportion plus importante 
de stnictures polymannosyl^es, non fiicosyl6es. 
S Diff^rentes lign^ productrices d'anticorps anti-Rh(D) ont 6t6 mises en presence de 
DMM et I'activit^ fonctionelle des anticorps monoclonaux produits a 6t6 6vahiee sous 
forme de sumageants de culture ou aprte purification. 

Les cellules (het6rolqrbrides ou lymphoblastoTdes) sont ensemenc^es entre 1 et 3x10^ 
cdlules/ml, et cultivees en milieu de culture IMDM (Ufe Technologies) avec 10% de 
10 SVF et en presence de 20^g/ml de DMM (Sigma , Boehringer). Apr6s 3 
renouvellements de milieu, les sumageants de culture sont testes par ROSA IgG 
humaines puis par ADCC. 

Tableau 2 : Effet de la culture en pr&ence de DMM sur Tactivit^ ADCC de difF&-ents 

15 anti-Rh(D) 



















F60 


109 


113 


NT • 


D31 


19 


87 


10 


DF5 


26 


62 


20 


T125 RI(3) 


3 


72 


20 


T125-CHO 


0 


105 


5 



NT=nontest6 



• -La culture en presence de Deoxymannojirimycine (DMM) apporte un e 

amelioration significative des resultats ADCC pour les anticorps feiblement actifs 
20 auparavant produits par : 

Un hybridome homme-souris D3 1 
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Une lignde lymphoblastolde humaine DPS 

Une lign^e murine transfectte T12S dans CHO 

• L'addition de DMM peut pennettre de restaurer l'activit6 ADCC d'un anticorps 
5 issu du doide T 125 = T125 RI(3) (d&;rit en exemple 1) et qui a perdu cette 

activit6 par une culture prolong^. 

• L'activite forte de I'anticorps produit par I'h^t^ohybridome F60 (dont Tobtention 
est d6crite en exemple 1) n'est pas modifi^e par culture en presence de DMM. 

10 2- Ptoductwn d'imtwofps anti^D recombinants par diJS^^ 

2. 1- Preparation d'un vecteur d' expression pour Tanticorps DPS : 
La sequence nucleotidique de I'anticorps DPS, t6moin negatif dans le test ADCC, est 
utilis6e pour Studier la transfection de cet anticorps dans quelques lign6es, 
paralldlement k la transfection de I'anticorps T12S. 

15 Les sequences codant pour T Ac DPS sont isol6es et amplifi6es sdon les m6mes 
techniques mises en oeuvre pour TAc recombinant T12S-A2. 

• Les ADNc correspondents sont tout d'abord synth6tis6s k partir d'ARN totaux 
extraits du clone producteur d'Ac and-D (IgG Gl/Lambda) 2MDP5 obtenu par 
transformation EB V. 

20 • L'amplification des chames lourde et legere est ensuite realis6e a partir de Ces 
ADNc en utilisant les amorces pr6sent^ d-dessous. 

• Amplification de la region variable de la chaine lourde de DPS (sequence 
VHZDPS) : 

- amorce DPSVHl localisee en 5' de la region leader (en gras) du g&ne VH de DPS 
25 (sequence publi^e : Chouchane L et al.); cette amorce comporte ^galement un site de 

restriction Eco RI (en italique) et ime sequence de Kozak (soulign^e) : 
DPSVHl (SBQ ID ISTS) : ___ 

S'CTCTCCGA477 gGCCGCCACCA TGGACTGGACCrGGAGOATCCTCTIT^ 

TGGTG<;-3' 
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- amorce antisens GSP2ANP situ6e en S' de la region constante (CH) d(^i dtoite au 
paragraphe 1.2 (exemple 2) 

• Amplification de la region constante CH de DFS (sequence CH/DFS) : amorces Gl 
et H3'Xba deji d^crites au paragraphel.3 (exemple 2). 

S • Amplification de la chaihe 16gdre Lambda de DFS (sequence LBD/DF5) : 

- amorce DFSVLBDl situ6e en S' region leader du gene VL de DFS, introduit une 
sequence consensus (en gras) d6duite de la sequence de plusi^irs regions leader de 
genes VL appartenant au meme sous-groupe VLl que le gene VL de 2MDFS ; cette 
sequence comporte egalement un site de restriction Eco RI (en italique) et une 

10 s6quence de Kozak (soulignee) : 
DFSVLBDl (SEQ ID N^9) : 

5'CCTACCX7A47T CGCCGCCACCA TGGCCTGGTCTCCTC^ -3' 

- amorce antisens LSEl localis6e en 3' de Lambda, introduit un site Eco RI 
(souligne) : 

IS LSE1(SEQIDN°10): 

5'- GAGGAG GAATTCA CTATGAACATTCTGTAGGGGCCACTGTCTT -3'. 

• La construction des vecteurs d'expression chatne lourde (DF5-H31), chaine leg^re 
( DF5-L10) et chaines lourde et legere (DFS-IGl) de TAc DFS est eflfectuee selon 
un schema de construction similaires aux vecteurs expiimant TAc T12S-A2. 

20 Toutes les sequences Leader d'origine (introduites au niveau des amorces 

d'amplification) sont conserv6es dans ces diff^rents vecteurs. 

2.2- Transfection de diflferentes lign6es cellulaires avec les anticorps T125 et DFS 

Les trois vecteurs d'expression T12S-IG24, T125-LS4 et DFS-IgGl sont utilises pour 

2S la transfection de cellules de diJBFerentes lignees : 

Des transfections stables ou transitoires sont r^alis^es par 61ectroporation ou k I'aide de 

r^^f^if Hft transfection. 
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Tableau 3 : !Ugn6es cdlulaires utilise pour la transfection d'anticorps anti-Rh(P) 



CHO-Kl 


ATCCCCL61 


Ovaire de hamster chinois (q>ithdii]m lite) 


CHO-LeclO 


F^ouillet et al, 
1996, Virology, 218, 
224-231 


Ovaiie de haroster chinois (epilhdium like) 


Jiirkat 


ATCC TIB-152 


Lymphocyte T humain (Leuc&nie T) 


Moit-4 


ATCC CRL 1582 


Lymphocyte T humain (Leucemie lymphoblastique 
aigue) 


WIL2-NS 


ATCC CRL 8155 


Lymphocyte B humain transforms EBV 


Vero 


ATCCCCL81 


Rein de sii^e vert aMcain (fibibblaste like) 


COS-7 


ATCC CRL 1651 


Ri^ de singe vert afiicain transform^ SV40 (fibroblaste 
like) 


293-HEK 


ATCC CRL 1573 


Rein ^nbryonnaire humain primaire transfonnS par 
ADN adenovirus 5 dSfectif 


YB2/0 


ATCC CRL 1662 


Myotome de rat non s6cr6teur 


BHK-21 


ATCC CCL 10 


Rein de hamster nouveau-nS (fibroblaste like) 


K6H6-B5 


ATCC CRL 1823 


h6teromyelome homme-souris non sScreteur 


NSO 


ECACC 
85110503 


myelame sowis non secrSteur (lyinphoblate like) 


SP2/0.Ag 14 


ECACC 85072401 


Hybridome souris x souris non secreteur 


CHO Lec-1 


ATCC CRL 1735 


Ovaire de hamster chinois 


CHOdhfr- 


ECACC 94060607 


Ovaire de hamster chinois 


CHO Pro-5 


ATCC CRL 1781 


Ovaire de hamster chinois 


P3X63 Ag8.653 


ATCC CRL 1580 


Myelome de souris non secreteur 



Apres selection des transformants en pr&ence de G418 (selection neo) plusieurs clones 

Us, 



La modification d' activity eflfectrice d'un anticorps monoclonal humanise en fonction 
de la ceUule d'expression a 6t6 d6crite par CROWE et al (1992), avec les Ugnees 
cellulaires CHO. NSO, YB2/0. 
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Les r6sultats obtenus id confinnent rimportance de la lign^e ceUulaire d'expression 
vis 4 vis des caractdristiques fonctionnelles de I'anticoips d. produire. Pamii les ceUules 
testies. seules les lign6es Vero. YB2/0 et CHO Lec-1 permettent d'exprimer des 
anticorps monodonaux anti-IUi(D) recombinants avec une activity lytique forte dans le 
S test ADCC (voir exemple 1 et tableau 3). 



Tableau 3 :Activit6 ADCC des anticoips DF5 et T125 obtenus par transfection dans 
diflFerentes Ugn^es ceUulaires. Les r^sultats sort e5cprim6s en pourcentage de I'activitd 
de I'anticorps polydonal de reference : Poly-D LFB 51 











Lignees cdlulaires transfectees 






CHO-Kl 


CHO-LeclO 


Wil-2 


Jurkat 


Vero 


Molt-4 


COS-7 


293-HEK 


YB2A) 




T125 


7 


22 


3 


6 


90 


0 


13 


16 


114 






+/-8 


+/-6 


+/-5 


+/-8 




n=l 


+A2 


+/-13 


+/-28 


CO 

& 

o 




n=13 


n=ll 


n=12 


n=7 


dfS 




n=4 


n=12 


n=54 




DF5 


NT 


51 


NT 


NT 


72 


NT 


21 


12 


94 








+/-19 






+M7 




+M 


+/-14 


+/-15 








n=3 






n=5 




n=4 


n=12 


n=15 







Lignees cellulaires traiisfect£es 










NSO 


BHK 


CHO- 
Lecl 


SP2/0- 
Agl4 


K6H6-B5 


CHO 
Pro-5 


CHO 
dhfr. 


P3X63A 
g8.653 


lorps 


T125 


6 
+/-8 


13 

+/-5 


106 
+/-60 


0 
+/-0 


9 

+A8 


3 
+/-3 


13 
+/-8 


34 

+A8 




anti 




n=3 


11=4 


n=4 


11=6 


11=3 


11=4 


n=12 


n=9 
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J- etude des structures glycanniques 



La caxuct6risation des structures glycanniques de Tanticorps anti Rh-D a 6t6 r6alis6e 
sur quatre produits purifi^ ayant une activite ADCC (F60, et trois prot^es 
5 recombinantes issues de T125) en comparaison avec deux produits purifies inactifs ou 
tr& faiblement actifs dans le test ADCC selon Tinvention (D31 et DF5). 
En pratique, les oligosaccharides sont separfe de la prot&ie par une d^glycosylation 
enzymatique sp6cifique par la PNGase F au niveau de TAsn 297. Les oligosaccharides 
ainsi lib^r^s sont marques par un fluorophore, scares et identifi^ par diff^rentes 
10 techniques complemmtaires qui permettent : 

Une caracterisation fine des structures glycaniques par spectrom^trie de masse 
k desorption laser assist^e par matrice (MALDl) par comparaison des masses 
exp^rimentales avec les masses th^oriques. 

La determination du taux de sialylation par HPLC d'tehange d'ions (dycoSep 

15 C) 

La separation et la quantification des formes oligosaccharidiques suivant des 
criteres d'hydrophilicit6 par HPLC en phase normal (dycoSep N) 

La separation et la quantification des oligosaccharides par eiectrophorSse 
capillaire a detection de fluorescence induite par laser (HPCE-LIF). 

20 

1) Caracterisation des glycanes des formes actives 

Les diflKrentes formes actives etudiees sont F60 et trois anticorps recombinants, R 
290, R 297 et R 270, issus de T125 et produits dans YB2/0. La caracterisation fine des 
25 structures glycaniques par spectrometrie de masse (figure 7) montre que ces formes 
sont toutes de type biantennees. Dans le cas de R 270 la forme majoritdre est de type 
agalacto^iee non fixcosylee (GO, masse exp. 1459.37 Da, fig 1). Trois autres 
structures sont identifiees : agalactosyiee fucosyiee (GOF a 1605.41 Da), 
monogalacto^iee non fiicosylee (Gl k 1621.26 Da) et monogalactosyiee fiicosyiee 
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(GIF k 1767 A3 Da) minoritaire. Ces quatre meme structures sont caract^ristiques de R 
290, F 60 et R 297 (Figure 1). 

Ces quatre anticorps actifi en ADCC sont ^galement caract6ris6s par Tabsence 
d'oligosaccharides poss6dant un r^du N-ac6tylgjiucosamine en bissectrice. 
5 La quantification des structures glycaniques par les differoites techniques d'HPLC et 
HFCE-LIF (Tableau I) confirme la pr6s»ce des quatre formes id«itifi6es en masse : 
GO, GOF, Gl et GIF. Le taux de siaiylation est tr6s faible, notamment pour les 
produits recombinants, de 1 a 9.4 % ce qui est confirme par la similitude des spectres 
de masse obtenus avant et apr&s d^sialylation enzymatique. Le taux de fiicosylation 
10 varie de 34 i 59 %. 

2) Formes inactives 

Les differentes formes inactives etudiees sont D31 et DF5. La quantification des 
15 structures glycaniques par les diflf^rentes techniques chromatographiques et 
d'electrophordse capillaire (Tableau T) revele, pour ces deux anticorps, un taux de 
siaiylation proche de 50%, et un taux de fiicosylation de 88 et 100 % pour D3 1 et DF5. 
respectivement. Ces taux de siaiylation et fiicosylation sont tres superiws a ceux 
obtenus k partir des formes actives. 

20 

La caract^risation des structures glycaniques montre que la forme notajoritaire est, pour 
les deux anticorps, de type biant6nnee monosialylee bigalactosylfe fucosylee (G2S1F, 
tableau 1). La caracterisation par spectrom6trie de masse de D31 (figure 7) revele que 
les formes neutres sont majoritairement de type monogalactosylte fiicosylee (GIF a 
25 1 767.43 Da) et bigalactosylee fiicosyl6e (G2F a 1929.66 Da). 

L' anticorps inactif DF5 est caract6ris6 par la prfeence d'oligosaccharides possedant u n 

r&idu GlcNAc intercalaire. En particulier, Tanalyse en masse (figure 8) r^vSle la 
presence d'une forme neutre majoritaire de type monogalactosylee fucosylee Bisec- 
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CHcNAc intercalaire (GIFB k 1851.03 Da). Par contre ces formes structurales sont non 
detectables ou pr&entes a Tetat de trace sur les anticoips actifs ^di&. 

L'activit6 ADCC du D31 aprds action du DMM passe de 10% & 60%. Les structures 
S glycaniques du D31 DMM difi&rent de celles de D31 par la pr^smce de formes 
oligomamioses (Man 5, Man 6 et Man 7) (voir figure 9). 

3) Conclusion 

10 Les differents anticorps actifs sont modifies sur I'Asn 297 par des N-glycosylations de 
type biantejone et/ou oligomanosidiques. Pour les formes biantenn6es il s'agit de 
structures courtes tres faiblement sialylees, fiublement fucos^6es, faiblement 
galactosylees et sans GIcNAc intercalaire . 

15 
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REVENDICATIONS 

1. Proc^6 de preparation d'un anticorps monoclonal capable d'activer les cellules 
S efifectrices exprimant le FcyRm caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) purification d'anticoips monoclonaux obtenus k partir de difi^rents clones 
provenant de lignees cellulaires selecdonnees panni les faybridomes, notamment 
les h^t^rohybridomes et les lignees ceUulaires animales ou faumaines transfectees i 
I'aide d'un vecteur comportant le gSne codant pour ledit anticorps ; 
10 b) addition de chaque anticorps obtenu k r6tape a) dans un melange r6actionnel 
distinct comprenant : 

- les cellules dbles desdits anticorps, 

- des cellules e£kctrices comprenant des cellules exprimant le FcyRm, 

- des IgG polyvalentes, 

IS c) determination du pourcentage de lyse des cellules dbles et selection des anticorps 
monoclonaux qui activent les cellules effectrices provoquant une lyse significative 
des cellules cibles (activity ADCC de type FcyRm). 

2. Proc^di sdon la revendication 1 caract^ris^ en ce que les clones proviennmt de 
20 lignees cellulaires h6t6rohybrides obtenues par fiision de lymphoq^es B humains 

provenant de sujets immunises avec des cellules de n^elome murin, humain ou 
h^t^oiq^ride, notamment le n^rdome K6H6-BS (ATCC n^'CRL 1823). 

3. Proc^d^ sdon la revendication 1 caracterise en ce que les clones proviennmt de 
25 lignees cellulaires animales ou humaines transfectees a Faide d*un vecteur contenant le 

gtee codant pom- une immunoglobuline humaine de type IgG, lesdites lignees pouvant 

CHO Pro-5, CHO dhfi:-, Wil-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, YB2/0, BHK, 
K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 etP3X63Ag8.653. 

30 
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4. Procdd6 selon Tune des revendications pr^c6dentes caract6ris^ en ce que les IgG 
polyvalentes inhibent le m^canisme de lyse des cdlules efiectrices via le r^pteur 
FcyRin. 

S S. Proc^^ selon Tune des revendications pr^dentes caiact^ris6 en ce qu'on 
s^Iectionne les anticorps pr^entant un taux ADCC de type FcyRm superieur a 60 %, 
70%, 80 % ou de pr6f6rence superieur k 90 %. 

6. Proc6d6 sdon I'une des revendications pr6c6dentes caracterise en ce que les cellules 
10 dbles sont des hemades trait6es k la papalne. 

7. Proc6d6 sdon Tune des revendications pr6c&lentes caract^^ ea ce qu'on depose 
par puits : 

- 100^1 d'anticorps monoclonaux purifies a des concentrations de 20 k 200 ng/ml, 
15 - 25jil d'hematies papaihees, soit environ 1x10^ cellules, 

- 25ja1 de cellules eflfectrices, soit environ 2x10^ cellules 

- et SOjil dlgG polyvalentes, notamment de TEGELINE™ , k une concentration 
comprise entre 1 et 20 mg/nil. 

20 8. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que Ton 
compare la quantity de lyse des cellules dbles k d&jx t^moins positifi consistant en un 
compose chimique tel que du NEijCl et un anticorps de reference actif in vivo et a un 
t^oin n^gatif consistant en un anticoips inactif in vivo. 

25 9. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que les 
anticorps monoclonaux sont des anti-Rh(D) et les cellules cibles sont des h^maties 

i^esusJ^.^ — — 
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10. Proc^d^ selon la revendication 9 canict6ris6 en ce qu'on utilise les anticoq)s 
polydonaux d'origine commerciale comme tdmoins positifs et un anticorps 
monoclonal inapte a induire une clairance in vivo comme t&noin n^atif. 

5 11. Anticoips susceptibles d'dtre obtenus a partir d'un proc&l^ sdon Tune des 
revendicadons pr6c6dentes caractdris^ en ce qu'ils pr&entent des taux ADCC de type 
FcyRDI sup6rieurs d 60 70%, 80 % ou de prtfikence superiair & 90 % par rapport 
au polyclonal de r^fdrence. 

10 12. Anticorps monoclonal dirige contre un antigtoe donne caracteris6 en ce qu'il active 
les cdlules effectrices exprimant le FcyKQI provoquant une lyse sup^ri^e k 60 70 
%, 80 %, de preference superieure a 90 % de la lyse provoquee par des anticorps 
polyclonaux diriges contre ledit antig&ie. 

IS 13. Anticorps monoclonal sdon Tune des revendications 11 et 12 caractSrise en ce 
qu'il est dirige contre I'antigene rhesus D. 

14. Anticorps monodonal sdon la revendication 13 caract^rise en ce qu'il est produit 
par des clones derives des lign6es Vero (ATCC n^ CCL 81), YB2/0 (ATCC n"* CRL 

20 1662) ou CHO Lec-1 (ATCC n° CRL 1735). 

15. Anticorps selon Tune des revendications 12 k 14 caracteris^ en qu'il s'a^t d'une 
IgGl ouuneIgG3. 



25 16. Anticorps susceptibles d'etre obtenus 4 partir d'un proc6d6 selon I'une des 
revendications 1 a 10 caracterises en ce qu'ils poss^dent sur leur site de glycosylation 

(A^ n 1^1) du Fey d es~-s tructiires -glycanni qnfts dp. typp. hiantenn^s, a v ec des chaines 

courtes, et une faible sialylation. 
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17. Anticoips sdon la revendication 16 caract6ris6 en ce que leur structure glycannique 
prdsente des maimoses terminaux et/ou des N-ac^t^gJucosamines tenninaux non 
intercalaires. 

5 18. Anticorps monoclonal caract6ris6 en ce qu'il possSde sur son site de glycosylation 
(Asn 297) du Fey des structures glycanniques de type biant«ui6es» avec des chaines 
courtes, une l^ble sialylation, des mannoses tmninaux et/ou des GlcNAc terminaux 
non intercalaires. 

10 19. Anticoips monoclonal selon la revmdication 18 dirige contre un antigdne donn6 
caract^se en ce qu'il active les cellules effectrices FcyRin+ provoquant une lyse 
sup6rieure h 60 %, 70 %, 80 %, de pr^fKrence supdrieure a 90 % de la fyse provoqu6e 
par des anticorps polydonaux dirig^s contre ledit antigdne. 

15 20. Cellules produisant un anticoips selon Tune des revendications 1 1 i 19. 

21. Cellules selon la revendication 20 caract^risees en ce qu'il s*agit d'un hybridome, 
notamment d'un het^rohybridome obtenu par fusion avec myelome K6H6-B5 (ATCC 
n°CRL 1823) ou d'une cellule animale ou humaine transfectee i Taide d*un vecteur 

20 comportant le gene codant pour ledit anticorps, notamment ime cellule d6riv6e des 
lignees Vero (ATCC n° CCL 81), YB2/0 (ATCC n^ CRL 1662) ou CHO Lec-l 
(ATCC n°CRL 1735). 

22. Composition pharmaceutique comprenant un anticorps selon Tune des 
25 revendications 1 1 a 19. 

23^JLailisatiQn ri'iin antirrirpg <tftlnn I'lina des revi n dications 11 i 19 pour la fabrication 

d'un medicament. 
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24. Utilisation d'un anticorps Bnti-Rh(D) sdon Tune des revendications 1 1 d 19 pour la 
febrication d'un medicament destine k la pr^ention de rallo-inmuinisation Rh^s 
d'individus Rh n6gati&. 

S 2S. Utilisation sdon la revendication 24 de maniere prophjdactique pour la protection 
de femme Rh^s negati^ immediatement aprSs la naissance d'un enfant Rhesus 
positij^ pour pr6venir, lors des grossesses ultdrieures, la maladie h&nolytique du 
nouveau-n6 (MHNN). 

10 26. Utilisation selon la revendication 23 lors d'avortements, de grossesses extra 
utdrines en situation d'incompatibilite Rh6sus D. 

27. Utilisation sdon la revendication 23 lors d'h&norragies transplacentaires resultant 
d'amniocentdses, de biopsies chorioniques, ou de mampulations obst6triques 

1 5 traumatisantes en situation d'incompatibilit^ Rh6sus D. 

28. UtiUsation sdon la revendication 23 dans le cas de transfiisions Rh incompatibles 
avec du sang ou des deriv^ sanguins labiles. 

20 29. Utilisation selon la revendication 23 pour la febrication d'un medicament destine h 
une utilisation therapeutique dans le Purpura Thrombocytopenique Idiopathique (PTI). 

30. Utilisation selon la revendication 23 pour la &brication d'un m&licament destine 
au traitement de cancers par immunotherapie. 

25 

31. Utilisation selon la revendication 23 pour la febrication d'un medicament destine 
flu-tcaitemftnt HMnfections caus^ par des agents pathogenes viraux ou bact6riens. 



32. Kit de diagnostic comprenant un anticorps selon I'une des revendications 1 1 a 19. 

30 
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Figure 8 
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